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論 文 内 容 要 旨
細胞 は,DNAに 生 じた損 傷 に対 して,さ まざ まな修 復機 構 を備 えて い る。特 にDNA二 本 鎖切 断
(DNAdoublestrandbreaks;DSBs)は,細 胞 に とって重篤な損傷 であ り,相 同組換 えや切断末端 の再結合
による修復 が必 要 とされる。 これまで,DSBsの 修復 に関 わる多 くの タンパ ク質が同定 されて きた。その
うちのひ とつ,replicationproteinA(RPA)はDSBs修 復過程の比較 的初期段階 に関与す るこ とが知 られて
いる タンパ ク質であ り,PSBsに 応 じて細胞核 内にfociを 形成す ることが報告 されてい る。ア フリカツメ
ガエル卵抽 出液 を用いた実験系 は,精 子核DNAを 添加す ることにより細胞周期で起 きる細胞 内の様 々な
現象 を無細胞系 で再 現す ることがで きるため,細 胞周期研 究 に非常 に有用 な系 であ る。現在 まで にDNA
複 製や染色体凝縮 に関す る非常 に多 くの研究がお こなわれて,非 常 に多 くの成果が得 られている。
しか しなが ら,こ の実験系 を用いてDSBsの 認識及び修復機構 に関す る生化 学的な研究 はほとん どお こ
なわれていない。そ こで,生 化学的な解析 が容易 なアフリカッメガエル卵抽出液 を用 いたDSBs修 復系 の
確 立 を最終 的な 目的 として,RPAの 核 内局在 の変化 を指標 にDSBs認 識機構 の解析 をお こなった。 また,
相 同組換 えで 中心 的な役割 を担 うRad51タ ンパ ク質の核 内局在 の変化 に関 して も解析 した。
【結果 ・考察】
1.DNA二 本鎖切 断(DsBs)に 依存 したRPAfociの 形成
DSBsを 誘導す る目的で卵抽 出液 に,camptothecin(CPT)及 びEcoRIを 添加 した。CPTはtopoisdmerase
Iの 阻害剤で あ りDNA複 製 に依存 して,DSBsを 誘導す る ことが知 られている。EcoRIはDNAを 切断す
る酵素 であ り,卵 抽出液中 において もDSBsを 誘導す る可能性が高い と考 えた。 まずは じめに,卵 抽出液
にCPTを 添加 し,DSBsを 誘導 した条件下 におけ るRPAの 局在の変化 を観察 した。その結果lCPT非 存
在 下 において観察 されたRPAの 消失が観察 されず,60,90minに:お いて核内でPPAがdot状 の構造体,
RPAfociを 形成 している「ご とを確認 した(Fig.1)。 また,EcoRIを 卵抽出液 に添加す る と,30minで すで
にdot状 のRPAfociを 形成 してい ることが確認 され,こ のfocus形 成 は90minま で続いていた(Fig.1)。
CPTに よるDSBsはDNA複 製 に依存 しているこ とが知 られているが,卵 抽出液において もDNA複 製 に依
存 してい る ことを確認 す るため に・DNA複 「
一 臨r』 晶90min
製の内因性阻害剤であ るgemininを 卵抽 出液 .
に添加 した。そ の結果,geminin存 在下 ではC町
CPTに よるRPAfodの 形成が観察 され なか、
った。 これ に対 して,EcoRIはgemininの 有
無 に関 わ らずRPAfociを 形 成す ることが肇'比oRI
認 された。以上 より,CPTに よるDSBsの 形 ・.
成 は卵 抽 出液 にお いて も,DNA複 製 に依 存
してい ることが示唆 された。Fig.1。DSBs』 依 存 したRPAfocl 、の 形 成
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てい る。その結果,阻 害 されていたDNA
複製 はほぼ完全 に回復 した。 この こ とか
らDNA複 製 の阻害は,Atm/Atrを 起点
としたcheckpoint機 構 に依存 している こ
とが 明 らか に な っ た 。 しか しなが ら,
RPAfociの 形成 は,caffeineに よ り阻害
され ない ことか ら,RPAfociの 形 成 は,
checkpoint機 構 に依存 していない こ とが
示唆 された。
2.DSBsに よるcheckpointの 活性化 及びDNA複 製の阻害
DNAに 傷 害が生 じる とcheckpoint機 構が活性化 し,細 胞周期 を停 止 させ ることが知 られている。 そ こ
で,CPT及 びEcoRIに よるDSBsがcheckpointを 活性 化 し,DNA複 製の停止 が起 きるか どうか検討 した
(Fig.2)。 その結果,cPTは,DNA複 製 を約30%に まで阻害 し,EcoRIは 完全 に複製 を阻害する こ、とが 明
らか になった。 このDNA複 製 の阻害が,checkpoint機 構 に依存 しているか どうか をcheckpointの 阻害剤
であるcaffeineを 用 いて検討 した。caffehleはcheckpointの 起点 となるAtm及 びAtrを 阻害す るこ とで,
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Rg。2chec㎏ointに よるDNA複 製の阻害
3.RPAfociとDNA修 復合 成部位 の局在の一致
細胞 はDNAに 傷害が生 じる と,checkpoint機 構 によ り細胞周期 を停止 させ,DNA傷 害 を修復す ること
が知 られている。 アフリカツメガエル卵抽 出液 において,DSBsに よ りcheckpointが 活性化 しDNA複 製
の阻害が観察 され たため,次 にDNA修 復 が起 きている可能性が考え られる。 しか しなが ら,卵 抽出液 は
非常 にDNA複 製活性 が高 いため,微 弱なDNA修 復合成 を検 出するのは不可能であ る。そ こで,DNA複
製の内因性 の阻害剤であるgemininを 卵抽 出液 に添加 し,DNA複 製 を完全 に阻害 し,EcoRI.に よるDSBs
に依存 したDNA修 復合成 を検討 した(Fig.3)。DNA合 成は,dTTPの アナログセあるbiotindUTPの 取 り
込 み を間接 蛍光法 で観察 した。 その結果,RPAfociとDNA合 成部位の局在が一致す るこ とが示 され た。






Rg.3.RPAf㏄1とDNA修 復合 成部位の局 在の一致及 び
aphldicollnのDNA修 復 合成 に 与 える影響
る 種 のDNApolymerase阻 害 剤 で
あ るaphidicolinに よ り完 全 に 阻 害
さ れ る こ とか ら,EcoRIが 誘 導 し
たDSBsを 修 復 す る 過 程 に お い て
aphidicolin感 受 性 のDNA
polymeraseが 関 与 し て い る こ と が
明 ら か に な っ た 。 ま た,caffeine
は,DNA合 成 に 影 響 を 与 え な い
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ことか ら,こ のD画A修 復合成 はcheckpoint機 構 に依存 しない ことが示唆 された。
4.相 同組換 えに関与 するRad51の 核 内局在
DSBsは 二つの修復機構 に よって修復 され るこ とが知 られてい る。 ひとつは相 同組換 え を利用 した修復
であ り,も う一つ はDSBs末 端 同士 を再結合す る非相同末端再結合であ る。Rad51タ ンパ ク質 は相 同組換
えにおいて,中 心的な役割 を担 っているこ とが知 られている。 また,RPAと 同様 にDSBsが 生 じると核 内
にdot状 のRad5ユfociを 形成す ることが明 らかになってい る。 そ こで,卵 抽出液においてDS:Bsを 誘導 し
た際 の,Rad51の 局在 を検討 した(Fig.4)。 卵抽出液 にEcoRIを 添加 しDSBsを 誘導 した ところ,核 内 に
おいてRad51fociの 形成 が確認 され た。 また,こ のRad51fociの 形成 はATMfamilyの 阻害剤で あ る
caf5eineの 添加 によ り,何 の影響 も受 けなか った。 さ らに,gem{nin存 在下 においてDSBsを 誘導 した条件
において もRad51はfociを 形成 し,そ のfoci又 はその近傍…でDNA合 成が確認 された。以上の こ とか ら,
geminin存 在下でDSBsを 誘導 した際にお こなわれるDNA合 成はRad51タ ンパ ク質が関与す る相 同組換 え
が関与 していると考 えられる。
DSBsに よるcheckpoint機 構の活性化及 び,相 同組換 え修復 で中心的 な役 割 を示す,RPA,Rad51の 局在
の変化 をアフ リカツメガエル卵抽 出液 を用 いた無細胞実験系 を確立す ることにより示す こ とがで きた。今
後 は,様 々なDSBs修 復 関連 タ ンパ ク質の挙動の分子 レベルでの解析や詳細 な生化学 的解析が この実験系
を用 いて可能 にな るもの と考 え られ る。
b重o髄n。
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審 査 結 果 の 要 旨
DNAは 外 的,内 的要 因に より様 々な傷害 を受 けている。それ らの傷 害の うち特 にDNAの 二本鎖切 断
(DNAdoublestrandbreaks;DSBs)は,そ れが一つで も修復 されない と細 胞が死 に至 る重篤 な傷害 である。
これ まで にDSBsの 修復 に関わる多 くの酵素 ・タンパ ク質が同定 されて きた。その うちの一つ,replication
proteinA(RPA)はDSBs修 復過程 の比較的初期段 階 に関与す ることが知 られてい るタンパ ク質で あ り,
DsBsに 応 じて細胞核 内にfociを 形成す ることが報告 されている。 しか しなが ら,こ のRPAfoci形 成 の意
義や,DSBs修 復過程 その ものに関 して,高 等真核細胞で はほ とん ど解析 されていないのが現状であ る。
本研 究 は,DNA複 製開始機構 の研 究や染色体 凝縮 に関す る研 究 に応用 され非常 に多 くの成果 の得 られ
てい るアフ リカ ツメガエ ル卵抽 出液 を用い た実験系 をDSBs修 復系 に応用 した もの である。 この研 究 は
DSBs修 復系 の確立 を最終的な 目的 とし,RPAの 核 内局在 の変化 を指標 にDSBs認 識機構 の解析 を行 うと
ともに,チ ェ ックポ イン ト機構 の関与,修 復合成 の誘導等 に関 し解析 を行 ったものである。
まず は じめに,ア フリカッメガエル卵抽 出液 に,膜 成分 を除去 した精子 を加 えて核 を形成 させ る系 にカ 「
ンプ トテ シンあるい はEcoRIを 添加 してRPAfociの 形成 を調べ,カ ンプ トテ シンは複 製に依存 して,ま
た,EcoRIは 直接DsBsを 誘 導 してRPAfociを 形成す ることを明 らか に した。
次 に,DSBsが 誘導 され たこの ような状態で,チ ェックポイ ン ト機構が活性化 され,DNA複 製の停止が
起 きるか どうか を検討 した。 その結 果,Atm/Atrを 起点 としたチェ ックポ イン ト機構が作動 してDNA
複製が停止す るが,RPAfociの 形成 には このチェ ックポ イン ト機構 は関与 しない ことが明 らかにな った。
さらに,DNA複 製の内因性 の阻害剤であ るgemininを 用いてDNA複 製 を阻害 した状態 で,DSBsを 形
成 させ て修復 合成の誘導 を検討 し,こ の系 で修復合成が誘導 され,そ の合成 に関与す るDNAポ リメラー
ゼはアフィデ ィコリンに感受性のDNAポ リメラーゼであるこ とを示 した。
最後 に,DsBs修 復 系の一つである相 同組換 え系 で中心的役割 を果たすRad51のfoci形 成 と修復合成 と
の関係 を調べ,DNA合 成 はRad51タ ンパ ク質が関与す る相 同組換 えに関与 してい る可能性 を示唆 した。
以 上,本 研究 によ り,DSBsの 形成 とともにチ ェ ックポ イ ン ト機構 が作動 し,修 復合 成が誘導 され る
cell-free系 が初 めて確立 された。今後 は,様 々なDSBs修 復 関連 タンパ ク質の挙動 の分子 レベルで の解析
が この実験系 を用 いて可能 になるもの と考 え られる。
よって,本 論文は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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